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TION EN THERAPEUTIQUE 

(57) Abstract 

The invention discloses a peptide which is a £tagment of apoprotein All, having the formula ANx Pep ACy, wherein Pep is the 
27-77 fogment of apoprotein An (monomeric form) arKi corresponds to the sequence EKVKSPEIX^A EAK5YFEKSK EQLTPUKKA 
GlELVNFLSY FVELGTQPAT Q, ANx is a deleticm of x N-terminal amino acids of the Pep peptide as defined above, ACy is a deletion 
of y C-terminal amino adds of the Pep peptide as defined above, x is an integer of 0 to 31 inclusive, and y is an integer of 0 to 4 inclusive. 
The peptide of the invention is useful for example in die treatment of dysllpidemias. 

(57) Abr^^ 

La prfscnte invention a trait li un peptide, fragment de T^qioprotdine All, caract6ris6 en ce qu*il v6pond ft la fcffmule (I): ANx 
Pep ACy, dans laquelle Pep est le fragment 27-77 de Tapoprot^ine AD (forme mcmomdre) et correspond Ik la sequence: EKVKSPELQA 
EAKSYFEKSK EQLTPUKKA OlELVNFLSY FVELGTQPAT Q ANx correspond ft une d^ltftion des x acides amines N-terminaux du 
peptide Pep d^fini ci-dessus, ACy correspond ft une d616d<m des y acides amines C-terminaux du peptide Pep ddfini ci-dessus, x est un 
nombre entier compris entre 0 et 31 (oes valeun ^tant incluses), y est un ttcnnbre entier compris entre 0 et 4 (ces valeurs 6tant incluses). 
Ce peptide est utile en didrapeutique, notamment vis-ft-vis des dysltpidtaies. 
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PEPTIDES INHIBITEVRS DE LA PROTEINE DE TRANSFERTDES ESTERS 
DE CHOLESTEROL ETLEUR UTILISATION EN THERAPEUTIQUE. 

5 DOMAINE DE L 'INVENTION 

La prtsente invention concerne en tant que produits nouveaux des 
peptides, fragments de Tapoprotdine All (apoAII). et leur utilisation en 
thirapeutique, notamment pour le traitement des dyslipid6mies et la prevention des 
maladies cardio-vasculaires. 
10 ARTANTERIEUR 

Dans les pays industrialists, les maladies cardio-vasculaires reprt- 
sentent la principale cause de mortalitd et constituent un probleme majeur, i la fois 
clinique et dconomique, en santt publique. 

Plusieurs dtudes dpiddmiolbgiques montrent que Tun des principaux 
15 facteurs de risque est une concentration sdrique 61ev& en cholesterol associfi aux 
lipoproteines de faible density (LDL-choI). Elles indiquent aussi que le risque de 
dtvelopper une maladie cardio-vasculaire est inversement proportionnel k la con- 
centration s6rique en lipoprottines de fone density (les HDL). Cependant. il est 
difficile de determiner si les concentrations eievdes de HDL sont la consequence 
20 d'une activite metabolique anii-athdrogene ou si les HDL sont directement 
impUquees dans la prevention de I'atherome. 

Les HDL joueraient un r61e important dans le "Reverse Cholesterol 
Transpon" (RCT), c'est k dire, dans I'excreiion du cholesterol cellulaire 
peripherique en favorisant le transfert de celui-ci vers le foie pour elimination. 
2^ Les cellules intestinales et hdpatiques secrfetent dans le flux sanguin des 

HDL naissantes. L'apoproteine AI (apoAI) est la proteine majoritaiie des HDL, 
elle s'associe aux phospholipides pour former un complexe soluble susceptible 
d'accueillir des lipides et en paniculier du cholesterol. La majeure partie des 
apoproteines (dont I'apoAI) et des phospholipides constituant les HDL est issue des 
3 0 lipoproteines riches en triglycerides (TG). Durant leur sejour dans le compartiment 
plasmatique, les HDL vont incorporer des apoproteines (apoAI, apoAII, apo 
C's,...) provenant du metabolisme des lipoproteines riches en TG et des phos- 
pholipides (PL) resultant de la lipolyse des VLDL (lipoproteines de trfes faible 
densite) et des chylomicrons. Elles vont aussi acquerir du cholesterol provenant des 
35 cellules des tissus extrahepatiques et d'autres lipoproteines. L'effiux du cholesterol 
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des cellules p6riph6riques (non h^patiques) vers les HDL est la premiere ^tape du 
RCT. C'est une ^tape critique dans Thomtostasie du cholesterol puisque la plupart 
des cellules ne peuvent pas cataboliser le cholesterol exogene qu'elles accumulent. 

Au sein des HDL, la "Lecithin Cholesterol Acyl Transferase" (LCAT) 
5 catalyse Testerification du cholesterol. Cette reaction ginhn un potentiel de gra* 
dient de concentration en cholesterol entre les cellules extrahepatiques et les HDL 
qui favorise Tefflux cellulaire du cholesterol* La LCAT est responsable de la 
formation de la majorite des esters de cholesterol presents dans le plasma. Ces 
esters constituent la forme principale sous laquelle le cholesterol est transporte dans 
10 le plasma. 

Ceci va conduire a la formation de HDL matures, spheriques et ayant 
une taille accrue. Les HDL subissent alors Taction de differentes proteines comme 
la lipase hepatique et la proteine de transfert des esters de cholesterol (CETP). La 
CETP est une glycoproteine de 74000 Da responsable du transfert des esters de 

15 cholesterol (CE), formes par la LCAT au sein des HDL, vers les lipoprotdines 
contenant Tapoproteine B, comme les Hpoproteines riches en TG, les VLDL et les 
chylomicrons. Comme le transfert des CE se fail en echange du transfen des TG, 
les HDL se retrouvent enrichies en TG. Elles deviennent un substrat pour des 
enzymes lipolytiques comme la lipase hepatique qui metabolise les TG en acide 

20 gras. 

Alors que les lipides des HDL sont catabolises, la particule restante 
peut etre recyciee pour favoriser 1 'efflux du cholesterol cellulaire ou bien etre 
degradee via un site de fixation au niveau du foie (I'hypothetique recepteur des 
HDL n*ayant k ce jour pas ete caracterise). 

25 Sous Taction de la CETP et des lipases, les VLDL sont metabolisees en 

particules plus petites, les "VLDL remnants" dont la composition en phospho* 
lipides (PL), en TG et en apoproteines est modifiee suite aux differents echanges 
entre les Hpoproteines. Soit ces panicules sont eiiminees apr&s interaction avec des 
recepteurs specifiques, soit elles continuent k accumuler du CE, k s'appauvrir en 

30 TG et deviennent des panicules plus denses : les Hpoproteines de faible densite (les 
LDL). 

Les LDL se caracterisent par la presence majoritaire d'une seule 
2^x)proteine, (Tapo B) et d'un noyau riche enjCE entoure par une couche de 
phosphoUpides et de cholesterol. Les LDL sont eiiminees du plasma par deux 
35 voies. Tune reguiee par un recepteur, Tautre independante d'un recepteur. 
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Chez un sujet normal, chaque jour, un tiers des LDL est dliinin6 par 
I'interm^iaire d'un r&epteur k haute affinitd, tandis que les deux tiers environ 
sont diminds par des m&anismes non-sp&ifiques. Aprfes avoir interagi avec un 
rficepteur specifique reconnaissant I'apo B, les LDL sont intemalisdes et d^grad6es 
5 au niveau du foieou d'autres tissus. 

Les LDL sont suscepiibles d'etre oxyd^. Ces LDL oxyd&s (ox-LDL) 
sont alors reconnues par un r6cepteur k la surface des cellules endothffliales et des 
macrophages. L'intemalisation de ces LDL oxyddes conduit k la formation de 
cellules riches en GE. les cellules spumeuses qui panicipent k la formation des 
10 plaques d'ath^rome. 

Les modifications du profil lipoprot^ique resultant de I'activit^ de la 
CETP suggferent que celle-ci pourrait Stre impliqu^e dans I'athdroginfese. Cette 
analyse est renforcte par plusieurs observations : 

A I'exception du cochon, les animaux ayant une activity CETP faible sont 
15 r&istants k I'ath^roscldrose induite par un regime alimentaire gras. 

L'injection d'anticorps neutralisants dirig^ contre la CETP chez le lapin 
augmente les CE dans les HDL et diminue les TG dans les HDL. 
Les souris transg^niques exprimant la CETP ont un profil lipoprotfique 
modifi^, associd avec le d^veloppement de plaques d'ath^rome. 
20 Plusieurs observations cliniques tendent k montrer que, chez I'homme, une 

activity CETP 61ev6e est corrdlde avec un risque ath^rogfene accni. 
Enfin, les personnes d6ficientes en CETP sont caract6ris&s par un profil peu 
ath^rogtee, c'est k dire des concentrations faibles en LDL et 6lev6es en 
HDL. 

25 Pour plus de details concemant le r61e de la CETP, on pouna se 

reporter k des articles tels que Swenson (Current. Opin. Lipid., 1992. 2, 67-74 ) 
ou Tall (J. Lipid Res., 1993, 1255-1274). 

L'identification des faaeurs regulant I'activit^ de la CETP pr&ente un 
grand intdrSt afin de ddvelopper des medicaments pour lutter contre les maladies 

3 0 cardio-vasculaires et I'athdroscldrose. 

En particulier, I'inhibition de I'activitd de la CETP semble £tre un 
iUrnent favorable au traitement ou k la prevention de I'atheroscierose. Par exemple 
il a €t6 sugg6r6 dans le brevet US-A-5279540 d'dliminer Ja CETP du flux sanguin 
afin de rdduire le risque athdromateux. Une autre voie d'approche est proposde 

35 dans la demande PCT WO 93/11782 qui prdconise I'administration de peptides 
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d^riv^ de la fraction N-tenninale de I'apolipoprot^ine CI de babouin pour inhiber 
ractivic6 de la CETP et ainsi diminuer le risque d'athdrosclerose, ou dans la 
demande PCT WO 93/15198 qui utilise des polypeptides dirivds de I'apoprotfine 
AIV pour le traitement des hypercholestdrol^mies ou pour diminuer les risques 
5 d'accidents coronariens, sans toutefois preciser un mode d'action li^ k la CETP. 

Le role des apoAI et apoAlI a fait Tobjet de diverses publications 
comme par exemple Ohnishi (Biochemistry, 1993, 22. 5029-5035) qui attribue un 
caract&re activateur aux apoAI et apoAII dans le transfert des lipides plasmatiques, 
alors que Rye (J. Lipid Res., 1992, 21. 215-224) et Ugrost (J. Biol. Chem., 1994, 

10 262. 3189-3197) semblent d6montrer un role inhibiteur de TapoAII sur Tactivitd de 
la CETP. La determination du role de TapoAII a €i€ tentfe k Taide de souris 
transgeniques qui expriment I'apoAlI humaine en quantite importante et qui 
d6veloppent des plaques d*ath6roscldrose quand elles sont soumises a un regime 
gras ou riche en cholesterol (Nature, 1993, 762-764). Toutefois, il est k 

15 souligner que la presence de CETP n 'a jamais €i6 dimontrfe chez la souris. 

La demande de brevet JP-A-63-237 795, qui d&rii un procddd de 
fabrication de I'apoAII suggere ^galement son utilisation dans Tdtude et la th^rs^ie 
des hypcrlipid6mies. D'une fagon ginerale, la demande de brevet PCT WO 
87/02062 suggfere d'utiliser les portions amphiphyles d'apoprotiines pour favoriser 

20 le transpon reverse du cholesterol. 

Par ailleurs, T^tude de I'apoAII a conduit • certains auteurs comme 
SJ.T. Mao (Biochemistry, 1977, 1^, 4150-4156 ; Biochemistry, 1981, 2Q, 1676- 
1680 et Peptides, 1983, 4, 343-349) k preparer des fragments de TapoAII afin 
d'identifier les sites d'interaction de TapoAII avec les phospholipides. 

25 OBJET DE L'INVENTION 

La pr^sente invention propose en tant que produits nouveaux, des 
fragments de Tapoprot^ine All (apoAII) qui ont la propriety d*inhiber I'activit^ de 
la CETP et qui, du fait de cette propridt^, peuvent etre utilises pour fabriquer des 
medicaments permettant de lutter contre les dyslipidenries et les consequences qui y 

30 sont li6es, telles que I'atherosclerose et ses complications vasculaires notamment 
coronariennes. 

La pr6sente invention conceme les peptides dont la structure repond k la 
formule g^ndrale : 

35 ANx Pep ACy (D 
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dans laquelle : 

- Pep reprtsente le fragment 27-77. de I'apoprot^ine All (obtenu par action du 
bromure de cyanogene sur I'apoprot^ine All) et correspond a la sequence : 

5 

EKVKSPELQA EAKSYFEKSK EQLTPLIKKA GTELVNFLSY 

FVELGTQPAT Q 

(SEQ ID No. 1) 

10 - ANx repr&ente une ddldtion des x acides amines N-terminaux 

- ACy represente une deletion des y acides amines C-terminaux. 

- X reprdsente un nombre eniier compris enire 0 et 31 (ces valeurs etant incluses), 

- y represente un nombre entier compris entre 0 et 4 (ces valeurs dtant incluses). 
Dans la suite du texte. un produit not6 par exemple "ANIO Pep" 

signifie qu'il s'agit du fragment correspondant k une d616tion des 10 acides amines 
N-terminaux de la sequence SEQ ID No. 1, rextr6mit6 C-terminale n'ayant pas €t£ 
modififc : ce peptide correspond done au fragment 37-77 de la structure primaire 
de I'apo All. 

Les peptides selon I 'invention sont des inhibiteurs de la CETP. Un 
autre objet de Tinveniion est ruiilisation de Tun au moins de ces peptides pour la 
fabrication d'un medicament utile pour le traitement ou la prevention des hyper- 
cholestdroldmies et des effets qui y sont lids comme par exemple I'athdroscldrose et 
ses complications, notamment les accidents cardio-vasculaires. 
DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION 
?^ Les peptides selon I'invention peuvent fitre synthdtisis en utilisant la 

plupart des techniques de synthase peptidique aujourd'hui disponibles. D'une 
manifere gdndrale ces techniques impliquent une synthase, 6tape par dtape, permet- 
tant I 'addition successive de chaque acide amini i la chaine polypeptidique qui 
croit progressivement. La synthase peptidique peut aussi 6tre r&Iisde par con- 
30 densation de plusieurs fragments peptidiques et/ou en utilisant des enzymes dans 
des conditions particuliferes (comme les proteases en milieu organique). 

Les acides amin& sont lids entre eux par condensation entre le 
groupement carbonyle d'un acide amind et le groupemeyjt amine de I'autre acide 
amind, pour former la liaison peptidique. Les groupements protecteurs sont choisis 
35 afin d'etre dliminds facilement et pour ne pas intluer ndgativement (notamment 



20 



WO9A05227 



6 



PCT/FR9SW1076 



racdmisation ou hydroiyse des liaisons peptidiques formdes) sur la synth^ des 
polypeptides. Certains acides amines ont d*autres groupements fonctionnels sur une 
chaine lat6rale, comme par exemple le groupement hydroxyle de la tyrosine. II est 
d*habitude nteessaire de bloquer ces groupements fonctionnels avec des grou- 
5 pements de protection, faciles a diminer une fois la synthase du polypeptide 
termin^e. de telle manifere qu'ils n'intert^rent pas lors de la formation des liaisons 
peptidiques. 

Plusieurs m^thodes ont 6i6 d^veloppees pour la synthase peptidique. 
Bles sont caracteris^ par diff^rents protocoles deactivation et de coupure, ou par 
10 utilisation de differents groupements de protection, etc. Un grand nombre de 
groupements de protection ont et6 cre6s et optimises en fonction des protocoles de 
synth^. 

La plupart des techniques de synthase peptidique sont applicables k cette 
invention. La mfithode pr6f6r6e dans cette invention est (Telle de la synthase pep- 
15 tidique en phase solide ddcrite par R.B. Merrifield adaptte de mani&re k utiliser des 
acides amines proteges en position N.a. par un groupement 9-fluorfenyl- 
mfthyloxycarbonyle (Fmoc). 

Le concept fondamental de la synthase peptidique en phase solide 
(SPPS) est bas6 sur I'addition s^uentielle d*acides amines N.a ptot6g€s, ayant si 
20 ndcessaire les chaines tat^rales prot^gtes par des groupements appropri6s« sur un 
support polymerique insoluble (la r^sine) afin d*obtenir un peptide ayant son 
extr^mit^ C-terminale attachee au support par I'intermediaire d'un bras. 

La strategic Fmoc emploie un syst&me orthogonal ou le groupement 
protecteur de Tamine en a est labile en conditions basiques et la liaison peptide • 
25 r6sine, ainsi que les groupements protecteurs des chaines lat^rales, sont labiles en 
conditions acides. 

La synthase Fmoc commence de rextr6mit6 C-terminale vers 
rextr6mit6 N-terminale. 

Les acides amines ont leur groupement a-amin£ prot6g6 par un 
30 groupement 9-fluorenylm6thyloxycarbonyle (Fmoc) et les chaines latirales par un 
autre groupement comme par exemple dans le cas de la tyrosine un groupement t- 
butyle. Comme tous les peptides de cette invention ont un groupement carboxy- 
lique terminal libre, une r^sine de Wang est utilis6e comme support solide pour 
chaque synth^. La resine de Wang, permet d'obtenir, zprts coupure en milieu 
35 acide, le peptide avec un groupement carboxylique terminal libre. De plus, elle est 
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disponible dans le commerce (Novabiochem ou Saxon Biochemicals) avec le 
premier acide amind en position C-terminale <i6}k attach^. 

Durani la synthfese, I'addition des acides amines subsdquenis s'effectue 
selon un protocole r6p6titif en deux dtapes. La premiere 6tape est la d6protection 
5 du groupement protecteur de I 'amine en a par une solution diluee (20 %) de 
piperidine dans de la N-methyl-pyrrolidone (NMP). Ceci resulte dans I'obiention 
d'un groupement o-amine qui est deproidgd. La deuxifeme dtape est la rdaction de 
couplage qui permet d'introduire un acide amind dont la fonction amine a est 
protdgfe par un groupement Fmoc. Difftrentes mdthodes de couplage sont 
10 possibles, parmi lesquelles on prdftre I "utilisation de dicyclohexylcarbodiimide 
(DCC) en presence de 1-hydroxybenzotriazole (HOBT) afm de former Tester 
activ6 de 1 'acide amine i coupler. 

La synthase s'effectue en repliant ce cycle pour I'addition de chaque 
acide amind au peptide. 

* La separation finale du peptide de la resine et I'dimination des grou- 

pements protecteurs des chaines lat6rales (ddprotection) sont rdalis6es k temperature 
ambiante pendant trois heures dans une solution contenant 90 % d'acide trifluoro- 
acdtique et des mol&ules proiectrices ou scavengers, (5 % d'anisol, 2 % d'eau, 
3 % de dodecaneihiol), afin par exemple d'empecher la /<?rr-butylation caus6e par 
20 la generation de cations /e/r-butyle . Le protocole detailie est donne dans la panic 
experimentale qui suit. 
PARTIE EXPERIMENTALE 

Toutes les synthases de peptides sont conduites k I'aide d'un systfeme 
automatise Module 430 de Applied Biosysiems, en utilisant la methodologie de 
25 protection "Fmoc" pour 1 'amine en position a des acides amines. Pour plus de 
details on peut se reporter au manuel utilisateur de ce type d'appareil qui ddcrit les 
protocoles de synthase. 

Les synthases realisees sur le synthetiseur automatique sont en general 
conduites k partir de 0,25. 10*3 mole d'acide amine supporte. 
30 a) Liberation de I'amine de la resine de Wang 

Pour la synthase des peptides selon invention pour lesquels, dans la 
formule I, y = o. I'acide amine C-terminal sera une glutamine. On choisii done 
comme produit de depart une rtsine selon Wang (JACS, 1^73, 25,. 1328) k base de 
polystyrene reticule avec 1 % de divinylbenz6ne, fonctionnalisee avec un bras de 
35 liaison du type alcool 4-alcoxy-benzylique. portant deji une glutamine protegee 
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estdhfife sur le bras de liaison. Cette r^sine. ainsi substitute, est disponible dans le 
commerce (Novabiochem). La fonction amine, proitgde par un groupement Fmoc, 
est Iib6r6e par action d'une solution de pipdridine k 20% dans la N-m6thyl- 
pyrrolidone. La resine est ensuite lavee avec de la N-mdthylpyrrolidone. 
5 b) Condensation du second acide amin^ 

Le second acide amint est une threonine. On utilise ici une L*thrtonine 
prottgte sur ia fonction amine par un groupement Fmoc et sur la fonction alcool 
par un groupement t-butyle. La condensation de la fonction acide libre sur la 
fonction amine libre de la glutamine portte par la rtsine de Wang est faite aprfes 

10 activation de la fonction acide en presence de DCC (dicyclohexycarbodiimide) et 
de HOBT (l-hydroxy-benzotriazole). 

Apr^s traitement avec le melange r^ctionnel la rdsine est lavde avec de 
la N-mdthylpyrrolidone. Atln d 'assurer un bon rendement de condensation, la 
r&ine est mise une nouvelle fois en contact avec le melange rdactif puis k nouveau 

15 lav6c. 

On ajoute ensuite une solution de pipdridine h 20% dans la N-m6thyl- 
pyrrolidone, afm d'tliminer le groupement Fmoc prottgeant la fonction amine de 
ia thrtonine, puis on lave la rtsine avec de la N-mtthylpyrrolidone. 

De fa^on analogue, on condense les acides amines suivants par une 
20 suite de r&ictions semblables, en utilisant chaque fois 4 Equivalents d'acide amint k 
greffer pour 1 &|uivalent de peptide suppond par la rtsine. 

Dans le cas de la synthase de peptides comportant plus de 25 acides 
amines, le couplage de la plupart des acides amines est realist deux fois de suite. 
Le melange de couplage est renouvelE par un melange frais. Cette mtthode pennet 
25 d'obtenir des rendements de couplage tr&s €\ev€s, ce qui est ndcessaire lors de la 
synthase de longs peptides. 

Les diff6rents acides amines utilises sont tous prottgts par un 
groupement Fmoc sur I'amine en a de I'acide. Les chaines lattraies sont protEg6es 
par des groupements r6sistants aux agents basiques : t-butyl 6ther pour les fonctions 
30 alcool de la serine, de la threonine et de la tyrosine, t-butyl ester pour les fonctions 
acides latirales des acides aspartique et glutamique, Boc (t*butyioxycarbonyl) pour 
la fonction amine Iat6rale de la lysine, et trityle pour les fonctions amide de 
I'asparagine et de la glutamine. 

Apr^ la reaction de condensation d'un nouvei acide amin6 prottgi par 
35 un groupement Fmoc, le contrdle de la reaction est fait sur un dchantiUon de r6sine 
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avani la r6acuon de d^proiection : pour eftectuer ce contrdle. on lave I'&haniillon 
avec du dichloromethane. on le stehe ei on le pese, puis on fait agir un melange 
compose de 50% de piperidine et 50% de dichloromethane pendant 20 mn. On 
filtre la r&ine et on concentre le filtrat pour le reprendre avec un volume pr^is de 
5 dichloromethane. On determine sur ceite solution la teneur en dibenzofulvfene par 
dosage par speciromdtrie d'absorpiion U.V i 301 nm. On determine ainsi le taux 
de substitution de la resine. 

c) Liberation du peptide 

Lorsque tous les acides amines ont ete condenses en repetant autant de 
10 fois que necessaire des reactions analogues k I'exemple b). la resine est mise en 
presence d'un melange compose de 90% d'acide trifluoroacetique, 5% d'anisole, 
3% de dodecanethiol et 2% d'eau pendant 3 heures k temperature ambiante. Le 
milieu reactionnel est filtre et le filtrat est melange k de Tether diethylique pour 
piecipiter le peptide, Celui-ci est separe par centrifugation et on bbtient ainsi apris 
15 sechage le peptide brut. 

d) Purification 

Le peptide brut est dissous dans un melange d'acetonitrile et d'une 
solution aqueuse de chlorohydrate de guanidine 8M puis purifie par 
chromatographie en phase inverse sous pression sur gel de silice greffee de type 
20 RP18 en eiuant avec un gradient compose d'eau k 0,1% d'acide trifluoroacetique 
(A) et d'acetonitrile contenant 0.1% d'acide trifluoroacetique (B), la composition 
variant de 20 k 70% de B sur une duree de 50 mn. 

Les fractions contenant le peptide pur sont lyophilisees et on obtient le 
produit sous forme d'un solide blanc tloconneux. 
25 En variante. avant le stade b), quand il est necessaire de fixer le 

premier acide amine sur le bras de liaison de la resine, la fixation dudit premier 
acide amine sur la resine de type WANG peut etre realisee comme suit : 
a) le couplage du premier acide amine sur la resine de type WANG est realise 
en presence d'un catalyseur d'esterification, la dimethylaminopyridine 
30 (DMA?) de I'agent de condensation dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et de 

I'hydroxybenzotriazole HOBT : ou encore, 
P) un melange de 1 equivalent en acide amine, I equivalent en 2-(lH- 
ben2otria2ole-l-yl)-I,l,3,3-tetramethyluronium ^ hexafluorophosphate 
(HBTU), et 2,2 equivalents de diisopropyiethylamine et 0,1 i 0,2 equivalent 
35 de 4Klimethylaminopyridine. 
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Les produits obtenus apr^s la purification du stade d) sont contrdl6s par 
analyse sdquentielle (sur un analyseur automatique utilisant la degradation 
d'EDMAN), par HPLC analytique et par spectrom^trie de masse (appareil MATT 
FINNIGAN TSQ 700 . triple quadrupole avec systeme d'ionisation ESI). 
5 Les valeurs obtenues par spectrometrie de masse sont regroup6es dans 

le tableau I, dans lequel figurent egalement des peptides connus qui ont €t6 ttsv&s 
en comparaison avec les produits selon 1' invention. Dans ce tableau* les peptides 
selon rinvention sont les exemples, identities par les valeurs x et y correspondant k 
la formule I et les produits indiques "fragment 17-30-. fragment "51-60- et 
10 fragment "1-38 apoCr sont des produits connus, ddcrits dans les demandes de 
brevet ou publication de Tan ant6rieur : 

- •'fragment 17-30" et "fragment 51-60" sont des fragments de 
I'apoAII ddcrits dans WO87-02062 comme 6tant des agents 
favorables au transport reverse du cholesterol. 
15 - "fragment 1-38 apoCl est un fragment de I'apo CI de babouin, 

ddcrit comme inhibiteur de la CETP par R.S. Kushwaha (J. Lipid 
Res., 1993,24. 1285-1297), 
En bref, les peptides selon SEQ ID No. 1 sont tous nouveaux, k 
Texception de ceux pour lesquels le couple (x, y) a les valeurs suivantes (0,0) ; 
20 (13,0) ; (20,0) ; (23,0) ; (25,0) ; (27,0) ; (28,0) ; (29,0) ; (30,0) et (3K0). 

En revanche, 1' utilisation thdrapeutique selon 1' invention de tous les 
peptides selon SEQ ID No. 1 , qu'ils soient connus ou nouveaux. est nouvelle. 

Les peptides selon I'invention peuvent aussi etre prepares par d*autres 
techniques connues de la chimie ou par les m^thodes de genie g6nitique. Les 
25 peptides peuvent etre synth^tisds et produits par des cultures de bactdries, de 
levures ou de cellules animates contenant un fragment d'ADN codant pour le 
peptide et les sdquences d'ADN ndcessaires k son expression. 
ACnVITE BIOLOGIQUE 

Les peptides selon rinvention ont il€ ^valuis quant k leur potentiel 
30 thdrapeutique pour le traitement des hypercholest6rol6mies, par une mesure de leur 
pouvoir inhibiteur vis-i-vis de T activity de la CETP. 

On sait que pour augmenter Tdimination du cholesterol par les cellules 
hdpatiques, il est important de favoriser le transgon des esters de cholesterol par 
les HDL, et de limiter le transfert des esters de cholesterol des HDL vers le LDL. 
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Les produits selon I 'invention ont it6 evalu6s en mesurani leur capacity 
k inhiber ie transfen des esters de cholesterol des HDL vers les LDL resultant de 
1 'activity CETP. 

Pour effectuer ces mesures, on utilise des HDL associ^es k des esters de 
5 choiest&Dl marqu& au tritium (3h-CE-HDL) que Ton incube en prtsence de LDL, 
de CETP et des peptides selon I'invention. Aprfcs separation des HDL et des LDL 
par pr&ipitaUon puis centrifugation des LDL, le transfen des esters de cholest6roi 
des HDL vers les LDL est mesur^ par comptage de la radioactivity dans le 
sumageani. Cette m6ihode permet d'dvaluer le pouvoir inhibiteur des difKrents 
10 peptides vis-i-vis de I'activite de la CETP. Des mesures identiques ont 6t6 faites 
avec i'apoAII et les produits connus de I'art ant6rieur. 

A fin de comparaison. le pouvoir inhibiteur a d'abord 6t6 evalu6 pour 
I'apoAII k difftrentes concentrations : la mesure montre que I'inhibition augmente 
avec la concentration et que Ton atteint une inhibition prcsque totale au deli d'un 
15 concentration de 20 mM. Les valeurs obtenues sont reportfes sur la figure I dans 
laquelle on a represenid I'inhibition en ordonnfc (0% reprtfsente une absence 
d'inhibiiion, c'est-i-dire que Tactivit^ de la CETP n'esi pas perturbde et 100% 
repriseme une inhibition totale de la CETP c'est-i^ire que Ton retrouve les 
valeurs obtenues en I'absence de CETP). en fonction de la concentration en apoAH 
20 dans le milieu d'incubation. Les peptides selon I'invention ont €t€ 6valu& k une 
concentratipn de 20 nM, soit la concentration k laquelle I'apoAII atteint son 
activity maximale. 
PARTIE EXPERIMENTALE 
a) Preparation des solutions de peptides 
25 Apnfes purification par HPLC (panic experimentale de la synth&se), les 

pqitides sont lyophilis^s et conserves k -20° C. 

Pr^alablement aux essais, les peptides sont dissous dans une solution de 
chlorure de guanidine 6 M pour obtenir une solution contenant 10 mg de peptide 
par ml. La solution est ensuite dilute deux fois avec du tampon 10 mM Tris, 150 
30 mM NaCl i pH = 7,4 et chromatographi^e par FPLC ("Fast Protein Liquid 
Chromatography") en utilisant une phase SUPERDEX® 30 (Pharmacia) el une 
solution de chlorure de guadinine 1 M, 10 mM Tris, pH = 7,4 comme 61uant. Si 
ndcessaire, les fractions obtenues sont concentr&s sur membrane YM3 (Amicon) 
pour obtenir une concentration supdrieure k 300 nM. Enfin, les sels r6siduels de 
35 guadinine sont yiimin^s par chromatographie en utilisant une phase SEPHADEX® 
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25 Superfine, en 61uant avec une solution conienant 500 mM NaCU 10 mM Tris, 
0,2% d'azoture de sodium, pH = 7,4. Les fractions contenant le peptide soni 
rassembl6es et utilises directement. 

La concentration de chacun des peptides est determin^e par spectro- 
5 m^trie d*absorption a 276 nm en utilisant les coefficients d*extinction molaire de 
1450 M"^cm"^ pour les peptides comportant une tyrosine, 2900 M'^cm'^ pour les 
peptides comportant 2 resies Tyrosines, 5945 M'^cm"! pour I'apoAII d'origine 
humaine, et 5400 M'^cm*' pour le fragment d'apoCl de babouin connu de Tart 
antdrieur. La concentration des fragments 17-30 et 51-60 de I'apoAII (produits 

10 connus) est d^terminde par pesde, 
b) Preparation de la CETP 

Du serum humain ddpourvu en lipoprotiine (LPDS) est obtenu par 
centrifugation (70 heures) de plasma frais (250 ml) dont la densite est ajust^ i d = 
1.25 par addition de KBr solide. ^ 

15 Une fraction enrichie en CETP est obtenue k panir du LPDS par 

diffi^rentes chromatographies successives : chromatographie d'interactions hydro- 
phobes (PHENYL SEPHAROSE®, Pharmacia), chromatographie d'adsorption 
(HYDROXYLAPATITE®, HA, Biorad) et chromatographie &hangeuse d'ions 
(MONO Q ION EXCHANGE®, Pharmacia). 

20 Le LPDS est satur6 par du NaCl solide, puis d6pos6 sur une colonne de 

900 ml de PHENYL SEPHAROSE® HS (Pharmacia) 6quilibr€e par une solution 
de NaCI 4M. La colonne est &u6e par environ deux litres d*un tampon Tris 10 
mM, NaCl 150 mM k pH = 7,4, puis la CETP retenue est 61u6e par de Teau pure. 

La fraction aqueuse apfts chromatographie sur PHENYL 

25 SEPHAROSE® est concentree sur membrane YM 30 (Amicon) pour obtenir un 
volume de 250 ml puis on ajoute du NaCl de fac^n h obtenir une concentration de 
2 M. Cette fraction est chromatographic sur une colonne de 50 ml de PHENYL 
SUPEROSE® (Pharmacia) k un d6bit de 5 ml/minute. La colonne est ^Iu6e par 50 
ml d'une solution aqueuse de NaCl ^ 2 M, puis par un gradient lindaire de 500 ml 

30 allant de 2 M en NaCl k du tampon Tris 10 mM, 150 mM NaCl pH = 7,4 et pour 
terminer par 200 ml du meme tampon Tris. La CETP retenue est ensuite du6e par 
de Teau pure (comme prteddemment). La fraction contenant la CETP, ajustde k 50 
mM en NaCl, 10 mM Tris, 0,2% en azoiure dejodium et pH = 7,4, est ensuite 
concentrte sur membrane YM30 (Amicon) pour obtenir environ 16 ml de solution. 
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L'activite sp6cifique de la CETP est de 3.0 k 3,4.10-7 mole de CE 
iransf6r& par milligramme de proieine et par heure. 
c) Pr^parntion de i'apoprot^ine All 

L'apoprot^ine All est purifi^e a panir d'une preparation contenant les 
prot^ines extraites des HDL. Les HDL sont Isoldes k panir de 1 litre de plasma 
humain frais par deux ultracentrifugaiions cons&utives (rotor 45 Ti, 40.000 rpm, 
20 X), I'une k une density de 1.07 pendant au moins 24 heures, I'autre k une 
density de i.25 pendant 48 heures (les densitds sont ajustdes par addition ^e KBr 
solide). 

La fraction contenant les HDL est ensuite chromatographi^e sur une 
colonne de 40 ml de CONCANAVALIN® A (Pharmacia) \tln d'eiiminer 
I'Apoprotdine E et les traces contaminantes d'apoproteine B. 

U fraction contenant les HDL (environ 50 ml) est ensuite dialyste trois 
fois conire 1 litre de tampon Tris 10 mM, NaCI 150 mM a pH = 7,4 pendant une 
15 heure. Les prot6ines en solution dans environ 50 ml d'eau sont extraites des HDL 
par trois ddltpidations successives k I'aide de melanges ethanol/eiher (k raison de 
deux litres de melange pour les HDL issues d'un litre de plasma pour les deux 
premieres et un litre de melange pour les HDL issues d'un litre de plasma dans la 
demifere) dont la concentration en €iher augmente (3/1. 1/1, 1/3. V/V). Lors de la 
premifere d^lipidation la phase organique est dliminde par ddcantation; lors des deux 
autres elle est dliminde par centrifugation. Pour terminer, les prot^ines sont lav&s 
avec de I'dther pur. 

Les prot6ines (apo HDL) extraites des HDL sont dissoutes dans 20 ml 
d'une solution 6 M en chiorure de guadinine sous agitation pendant une nuit. 

Aprfes dilution par 20 ml de tampon Tris 10 mM. NaCl 150 mM k 
pH = 7,4, la fraction protdique est centrifuge pour iliminer les agr^gats inso- 
lubles puis chromatographic (gel filtration) sur une colonne de 300 ml de 
SUPERDEX® 75 (Pharmacia) avec un Tampon Tris 10 mM. 1 M en chiorure de 
guadinine, pH = 7,4 comme solvani d'ilution. Dans ces conditions non r^duc- 
trices, I'apoAII est €lu€e aprfes le pic correspondant k I'apoprotdine AL Les 
fractions contenant I'apoAII sont rassembl6es et incub&s pendant une heure en 
presence de DTT (dithiothnJitol) k 6.5 mM. U solution est tlnalement chroma- 
tographic k nouveau sur colonne de Sephadex 75. Dansjres conditions, I'apoAII, 
pr&ente en solution sous sa forme monomere, est s^parC de I'apoAI ; les fractions 
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sont rassembltes et stocktes a 4 ""C pour une utilisation ult^rieure (la teneur en 
apoAII est d^terminee par dosage en spectrom^trie U.V.). 

d) Preparation des lipoprot^ines marquees aux esters de cholesterol trities 

Les HDL marquees aux esters de cholesterol trities (^H-CE) sont 
5 prepardes en incubant les HDL puritldes en presence de vesicules de phospha- 
tidylcholine de jaune d*oeuf (EPC) contenant du ^h-CE, Pour preparer les 
vesicules d'EPC - ^h-CE. 8 mg d'EPC sont dissous dans 20 ml de p-xyl6ne auquel 
on lajoute 9,25 MBq de ^H-CE (Amersham-Buchler) dans 250 |.il de toluene. 
Apr^ congelation le melange est lyophilise. 

10 Le melange EPC - ^H-CE est disperse dans 4 ml de tampon 10 mM 

Tris, 150 mM NaCl i pH = 7.4 puis traite par une sonde k ultrasons pendant 5 
minutes k 10 ""C. Le traitement aux ultrasons est repete 6 fois jusqu'Si obtenir un 
eclaircissement du melange. 

Les HDL sont purifiees par ultracentrifugation dans un rotor 45 Ti 

15 (Beckman) k 40.000 tr/mn pendant 24 heures k panir de 250 ml de plasma frais, 
auxquels sont ajoutes des conservateurs (1 mM pCMB (acide p-chloromercuro- 
benzoique), 10 mM DTNB (acide 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoTque)), 10 mM 
EDTA (acide ethyienediaminetetracetique), 0.02% NaN3), dont le pH est ajust6 k 
pH = 7,4 et la densite est ajustee k 1,07 par du KBr solide. Le sumageant 

20 contenant les lipoproteines autres que les HDL est eiimine. Les 4 ml de vesicules 
d'EPC marquees au ^H-CE {wis, ^H-CE-EPC) sont rajoutes k la fraction contenant 
les HDL puis celle-ci est incubee 70 heures k 37 *C. La fraction est centrifugee 
dans un rotor 70 Ti k 50.000 tr/mn pendant 24 heures, le sumageant contenant les 
lipides est eiimine. La densite est ajustee k 1,25 par du KBr solide, puis la fraction 

25 est centrifugee dans un rotor 70 Ti 50.000 tr/mn pendant 48 heures. La fraction 
contenant les HDL marquees purifiees est stockee k 4 ''C. 

e) Essais d'inhibition de Tactivlte CETP : 

Comme indique precedemment, Tactivite de la CETP est determinee en 
mesurant le transfert des etsters de cholesterol trities portes par les HDL vers les 
30 LDL. Pour effectuer cette mesure, 35 k 40 |il de la fraction enrichie en CETP sont 
incubes en presence de HDL associees au ^H-CE (equivalent k 10 \ig de choles- 
terol) et de LDL (equivalent k 100 t.ig de cholesterol), en presence ou non du 
peptide dont on veut determiner I'activite. Le melange est complete k 500 ^l par 
une solution 25 mM de phosphate de sodium 150 mM NaCl, 1,4 mM EDTA, 
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2,5 mM DTNB, 1 % d'albumine de serum de bovin et pH = 7,4. L'incubation 
dure 3 heures k 37 "C. 

A la fin de Tincubation. la reaction de transfen des esters de cholesterol 
entre les lipoprot6ines est arretde par addition de 500 ul d'une solution de phospho- 
5 tungstate de magndsium (PTA) (concentration finale : 0,048 % PTA, 12 mM 
Mg2+). Les LDL precipitdes sont dlimindes par centrifugation et la radioactivity 
du sumageant est mesur& k I'aide d'un compteur k scintillation liquide (on ajoute 
10 ml de liquide k scintillation au sumageant et le comptage s'effectue pendant 10 
mn). Dans ces conditions, I'activitd de la CETP seule correspond k 1,89.10-3 mole 
10 de CE transtl^re des HDL vers les LDL par heure. 

Pour dvaluer le pouvoir inhibiteur d'un peptide sur I 'activity de la 
CETP, on effectue simultanement 4 mesures dans les conditions suivantes : 

- la premiere mesure S| reprdsente la radioactivity en dpm mesurde 
dans le sumageant de I'essai contenant les lipoproi'dines, la CETP et 

15 le peptide (activity modifiye de la CETP). 

- la second mesure St reprdsente la radioactivity en dpm mesurye dans 
le sumageant de I'essai contenant les lipoprotyines et la CETP 
(activity normale de la CETP). 

- la troisieme mesure B| represente la radioactivity en dpm mesurde 
2° dans le sumageant de I'essai contenant seulement les lipoprotfines 

(controle "k blanc"). 

- la quatrieme mesure 83 represente la radioactivity en dpm mesurye 
dans le sumageant de I'essai contenant les lipoprotyines et le peptide 
(contrdle k blanc en prysence du peptide). 

25 L'activity normale de la CETP est reprysentye par la diffyrence Bj-St 

(cette valeur est directement proponionnelle k l'activity de la CETP). 

L'activity modifiye de la CETP en prysence du peptide est reprysentye 
par la diffyrence B2-S1 (cette valeur est directement proponionnelle k l'activity 
modifiye de la CETP et supprime une yventuelle activity qui pourrait etre due au 

30 peptide seul). 

On peut exprimer l'activity inhibitrice du peptide en fonction de la 
quantity relative des esters de cholestyrol transfyrys en 3 heures en 1' absence ou en 
prysence du peptide par la valeur : 
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B2-S1 

% CE = X 100 

Bi-St 

5 Ainsi, un peptide non inhibiteur autorisera un transfert de CE identique 

k celui qui est observe en presence de la CETP seule et la vaieur relative sera de 
100%. Inversement, un peptide irts inhibiteur supprime totalement le transfert 
(toute la radioactivite est conserv^e dans le sumageant) et on obtient une vaieur 
relative deO%. 

10 Pour obtenir une vaieur representative de T inhibition IN proponion- 

nelle au pouvoir inhibiteur du peptide vis-a-vis de la CETP on utilise la formule : 

(Bi-St)-(B2-Si) 

IN(exprim6 en %) = =— x 100 

15 Bi-St 

Suivant cette expression^ un peptide totalement inhibiteur de ractivit6 
CETP conduit k une vaieur IN = 100%. Inversement, un peptide inactif conduit k 
une vaieur IN » 0% et un peptide possddant une action stimulatrice de la CETP 
20 fera apparaitre une vaieur IN negative. 

Les essais d^crits ci-dessus ont ti€ conduits avec Tapoprotdine All k 
differentes concentrations ^afm de determiner une concentration minimale 
permettant une inhibition importante de I'activite de la CETP. 

Les r^sultats de ces mesures sont represent^s sous forme de graphe dans 
25 la figure 1 qui indique en ordonnde I'activite inhibi trice obtenue en fonction de la 
concentration de I'apoAII. Compte tenu des valeurs obtenues pour TapoAII, les 
essais faits avec les peptides selon 1' invention ont €16 conduits k une concentration 
20 \iM. Les resultats obtenus sont report^s dans le tableau II dans lequel figurent 
les peptides selon I'invention indiquds en exemples et les trois produits de Tan 
30 ant^rieur mentionnes pr^cMemment. Pour chaque produit test^, on a indiqu^ la 
vaieur IN (pouvoir inhibiteur de Tactiviid de la CETP) et la vaieur INR qui 
exprime le pouvoir inhibiteur des peptides par rapport au pouvoir inhibiteur de 
TapoAII k une concentration 20 mM. 

Les peptides selon I'invention sont des inhibiteurs de la CETP et de ce 
25 fait, leur aptitude k ralentir ou inhtber le transfert du cholesterol, des triglycerides. 
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des esters de r^dnol ou des phosphoiipides pent etre mise k profit pour en faire des 
principes actifs de medicaments. 

Conviennent notammeni les peptides de formule I ci-dessus ou x est 
compris enire 8 et 15, d'une part, ei entre 20 et 23, d'autre part, 
5 Un autre objet de T invention conceme done des compositions phar- 

maceutiques contenant un ou plusieurs peptides selon I 'invention en quantity th6ra- 
peutiquement efficace et en association avec un excipient physiologiquement 
acceptable. 

De telles compositions pharmaceutiques sont, de preference, destinies 
10 au iraitement pr^ventif ou curatif des affections lides aux hypercholest6rol6mies. 
En particulier ces compositions pharmaceutiques trouvent leur utilisation prtf6r6e 
dans la prophylaxie des plaques d'atherome, la regression des plaques d'athdrome 
et la diminution des risques d'accidents cardio-vasculaires. 
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TABLEAU I 



Exemple (SEQ. ID) 


X 


y 


Masse 
th^orique 


Masse 

exp^rimentale 
mesur^e 


1 (SEQ. ID No. 1) 


0 


0 


5745,6 


5743.6 ± 1,0 


2 (SEQ. ID No. 2) 


8 


0 






3 (SEO. ID No. 3) 


9 


0 






4 (SEO. ID No. 4) 


10 


0 


4635.3 


4633.7 ±0,8 


5 (SEO. ID No. 5) 


11 


0 






6 (SEO. ID No. 6) 


12 


0 


4435,1 


4435.6 ± 1,7 


7 (SEO. ID No. 7) 


14 


0 


4216.90 


4217,0 ±0.7 


8 (SEO. ID No. 8) 


16 


0 


3909.50 


3908.2 ±0,1 


9 (SEO. ID No. 9) 


18 


0 


3652,20 


3650.8 ±0,9 


10 (SEO. ID No. 10) 


20 


0 


3437,00 


3437.6 ± 0.5 


11 (SEO. ID No. 11) 


22 


0 


3179,70 


3 177.8 ±0.6 


12 (SEO. ID No. 12) 


24 


0 


2965.40 


2965.7 ±0.3 


13 (SEO. ID No. 13) 


26 


0 


2755.20 


2754.0 ± 0.4 


14 (SEO. ID No. 14) 


28 


0 


2513.80 


2513.1 ±0.4 


15 (ScQ. ID No. 13) 


30 


0 






16 (SEO. ID No. 16) 


9 


4 


4308.90 


4309,1 ±0,3 


17 (SEO. ID No. 17) 


11 


4 


4108.80 


4107.7 ±0,4 


18 (SEO. ID No. 18) 


13 


4 


3909,50 


3908.2 ±0,2 


19 (SEO. ID No. 19) 


15 


4 


3659.20 


3658,5 ±0.0 


20 (SEO. ID No. 20) 


0 


4 






apo All 






8690.9 


8691 


frag 1-38 apo Cibabouin 






4276.80 


4276,7 ±0,3 


frzR. 51-60 






1069.30 


1069.60 


frag. 17-30 




1626.90 


1626,7 ±0,5 
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TABLEAU II 





x 


y 


IN 


INR 


1 1 
1 1 


0 


0 


36,70 


42.3 


1 

1 ^ 


9 


0 


39,62 


45.7 


1 1 


10 


0 


39.01 


45.0 


1 A 


1 i 


0 


51.10 


59.0 


1 c 
1 ^ 


12 


0 


71.02 


81.9 


1 A 
1 


14 


0 


32.78 


37,8 


1 7 


16 


0 


15,77 


18,2 


1 fi 
1 o 


18 


0 


11,19 


12,9 


io 

1 


20 


0 


23.55 


27,2 


1 in 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: LABORATOIRES FOURNIER S.C.A. 

(B) RUE: 9, rue Petitot 

(C) VILLE: DIJON 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL (ZIP) : 21000 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: Peptides inhibiteurs de la 
prot6ine de trans fert des esters de cholesterol et 
leur utilisation en th^rapeutique 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 20 

(iv) FORME LISIBLE SUR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE MEDIUM: Disquette 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME DE TRAITEMENT: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version #1.25 
(EPO) 

(Vi) DONNEES DE LA DEHANDE ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE DEPOT: FR 9410037 

(B) DATE DE DEPOT: 16-AOUT-1994 

(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 1: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 51 acides amines 

(B) TYPE: acide amin^ 
(D) TOPOLOGIE: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Glu Lye Val Lys Ser Pro Glu Leu Gin Ala Glu Ala Lya Ser Tyr Phe 
1 5 10 IS 

Glu Lys Sec Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu lie Lys Lys Ala Gly Thr 
20 25 30 

Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr Gin Pro 
35 40 45 

Ala Thr Gin 
50 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: '2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 43 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Cln Ala Olu Ala Lys Ser Tyr Phe Glu Lya Ser Lys Glu Gin Leu Thr 
^ S 10 15 

Pro Leu lie Lys Lys Ala Cly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tvr 
20 25 30 

Phe Val Glu Leu Gly Thr Gin Pro Ala Thr Gin 
35 40 

(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 42 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Ala Glu Ala Lys Ser Tyr Phe Glu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro 
1 S 10 15 

Leu He Lys Lys Ala Cly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe 
20 25 30 

Val Glu Leu Cly Thr Gin Pro Ala Thr Cln 
35 40 

(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 41 acides amines 

(B) TYPE: acide amin6 
(D) TOPOLOGIE: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

Glu Ala Lys Ser Tyr Phe Glu Lys Ser Lys Glu Cln Leu Thr Pro Leii 
15 10 IS 

lie Lys Lys Ala Gly Thr Clu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val 
20 25 



30 



Glu Leu Gly Thr Gin Pro Ala Thr Gin 
35 40 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE! 

(A) LONGUEUR: 40 acides amines 

(B) TYPE: acide amin6 
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(D) TOPOLOGIE: liniaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

Ala Lya Ser Tyr Phe Glu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu lie 
15 10 15 

Lys Lya Ala Gly Thr Glu Leu Val Aan Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu 
20 25 30 

Leu Gly Thr Gin Pro Ala Thr Gin 
35 40 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 6: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 39 acides amines 

(B) TYPE: acide amin^ 
(D) TOPOLOGIE: liniaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

Lys Ser Tyr Phe Glu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu lie Lys 
15 10 15 

Lys Ala Gly Thr Glu Leu Val Aan Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu 
20 25 30 

Gly Thr Gin Pro Ala Thr Gin 
35 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 37 acides amin6s 

(B) TYPE: acide anih4 
(D) TOPOLOGIE: linSaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 

Tyr Phe Glu Lya Ser Lya Glu Gin Leu Thr Pro Leu lie Lys Lya Ala 
1 5 10 ■ 15 

Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr 
20 25 30 

Gin Pro Ala Thr Gin 
35 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 35 acides amines 
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(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

Clu Lye Set Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu lie Lye Lys Ala Oly Thr 
i • 5 10 15 

Glu Leu Val Asn- Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr Gin Pro 
20 25 30 

Ala Thr Gin 
35 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUE DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu lie Lys Lys Ala Gly Thr Glu Leu 
^5 10 IS 

Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr Gin Pro Ala Thr 
20 25 30 

Gin 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 acides amines 

(B) TYPE: acide amini 
(D) TOPOLOGIE: linfeaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

Glu Gin Leu Thr Pro Leu He Lys Lys Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn 
^5 10 15 

Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr Gin Pro Ala Thr Gin 
20 25 30 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 29 acides amines 

(B) TYPE: acide amini 
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(0) TOPOLOGIE: lin§aire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

Leu Thr Pro Leu He Lys Lys Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu 
15 10 15 

Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr Gin Pro Ala Thr Gin 
20 25 

(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: linSaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

Pro Leu He Lys Lys Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr 
15 10 15 

Phe Val Glu Leu Gly Thr Gin Pro Ala Thr Gin 
20 25 

(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 acides amines 

(B) TYPE: acide anin6 
(D) TOPOLOGIE: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 

He Lys Lys Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val 
1 5 10 15 

Glu Leu Gly Thr Gin Pro Ala Thr Gin 
20 25 

(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 acides amines 

(B) TYPE: acide aroin§ 
(D) TOPOLOGIE: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
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(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 

Lye Ala Gly Thr Clu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu 
^ 10 15 

Cly Thr Gin Pro Ala Thr Cln 
20 

(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 acides aminfes 

(B) TYPE: acide aminfi 
(D) TOPOLOGIE: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 

Cly Thr Clu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr 
5 10 15 

Cln Pro Ala Thr Gin 
20 

(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 acides aminds 

(B) TYPE: acide aminfi 
(D) TOPOLOGIE: linfiaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 

Ala Clu Ala Lys Ser Tyr Phe Glu Lya Ser Lya Glu Cln Leu Thr Pro 
s 10 15 

Leu lie Lys Lys Ala Cly Thr Clu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe 



30 



Val Clu Leu Cly Thr Cln 
35 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 acides ainin6s 

(B) TYPE: acide amine 
(D) TOPOLOGIE: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
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Ala Lye Ser Tyr Phe Glu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu He 
15 10 15 

LVB Lys Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu 
' 20 25 30 

Leu Gly Thr Gin 
35 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 acides aminis 

(B) TYPE: acide ainin6 
(0) TOPOLOGIE: linSaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 

Ser Tyr Phe Glu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu He Lys Lys 
15 10 15 

Ala Gly Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val. Glu Leu Gly 
20 25 30 

Thr Gin 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 acides amines 

(B) TYPE: acide amini 
(D) TOPOLOGIE: linfeaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 

Phe Glu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu He Lys Lys Ala Gly 
15 10 15 

Thr Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr Gin 
20 25 30 



(2) INFORMATION POUR SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUE DE LA SEQUENCE: 
' (A) LONGUEUR: 47 acides amines 
(B) TYPE: acide aninS 
(D) TOPOLOGIE: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
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(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 

Clu Lys Val Lys Ser Pro Glu Leu Cln Ala Glu Ala Lys Ser Tyr Phe 
IS 10 15 

Clu Lys Ser Lys Glu Gin Leu Thr Pro Leu lie Lys Lys Ala Cly Thr 
20 25 30 

Glu Leu Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr Cln 
3S 40 45 
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REVENDICATIONS 



5 

1. Peptide, fragment de I'apoprot^ine All, caracterise en ce qu'il repond k 
la formule : 

ANx Pep ACy (I) 

10 

dans laquelle : 

Pep est le tragmeni 27-77 de Tapoproteine All (forme monomfere) et 
correspond h la sequence : 

15 EKVKSPELQA EAKSYFEKSK EQLTPLIKKA GTELVNFLSY 

FVELGTQPAT Q 

(SEQ. ID. No 1) 

ANx correspond k une d6l6tion des x acides amines N-terminaux du peptide 
2 0 Pep d^fini ci-dessus, 

ACy correspond k une ddldtion des y acides amines C-terminaux du peptide 
Pep ddfmi ci-dessus, 

X est un nombre entier compris entre 0 et 31 (ces valeurs etant incluses), 
y est un nombre entier compris entre 0 et 4 (ces valeurs 6tant incluses), 
25 k Texclusion des peptides pour lesquels ies valeurs du couple (x, y) sont 

respectivemem : (0,0) ; (13.0) ; (20.0) ; (23,0) ; (25,0) : (27.0) ; (28,0) ; (29,0) ; 

(30.0) et (31,0). 

2. Peptide selon la revendicaiion 1, caract6ris6 en ce que dans la formule 
I, X est compris entre 8 et 15. 

30 3. Peptide selon la revendicaiion L caractdris6 en ce que dans la formule 

I, X est compris entre 20 et 23. 

4. Composition pharmaceutique, caracterisde en ce qu'elle contient, en 

association avec un excipient physiologiquement acceptable, au moins un peptide 
de formule : 

35 
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ANx Pep ACy (I) 

dans laquelle : 

- Pep est le fragment 27-77 de I'apoprot^ine All (forme monomfere) et 
5 correspond k la sequence : 

EKVKSPELQA EAKSYFEKSK EQLTPLIKKA GTELVNFLSY 

FVELGTQPAT Q 

10 (SEQ. ID No 1) 

- ANx correspond i une d^lition des x acides amines N-ierminaux du peptide 
Pep defini ci-dessus. 

- ACy correspond k une deletion des y acides amines C-terminaux du peptide 
Pep defini ci-dessus, 

15 - x est un nombre entier compris entre 0 et 3 1 (ces valeurs 6tant incluses). 
y est un nombre entier compris entre 0 et 4 (ces valeurs etant incluses). 
selon une quantitd thdrapeutiquement efficace. 

5. Composition pharmaceutique selon la revendication 4, caractdrisde en 
ce qu'elle est destinee au traitement ou k la prevention des affections li&s aux 

20 hypercholesterol^mies. 

6. Composition pharmaceutique selon la revendication 4. caractdrisee en 
ce qu'elle est destinee a la prophylaxie ou la regression des plaques d'atherome 
et/ou la diminution des risques d 'accidents cardio-vasculaires. 
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Figure 1 
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